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関根亜由美 
【目的】肺血管内皮細胞は肺組織において、膨大な血管床を構築し
ている。1997 年の Asahara らによる末梢血単核球中の CD34 陽性細
胞を血管内皮前駆細胞(以下 EPC)と同定して以来、肺血管でも障害時
の血管再生・修復にこの EPC の関与を示す報告がなされてきている。
EPC は当初は骨髄由来細胞としての検討が進められたが、末梢組織
において同様の前駆細胞性を持った細胞群が存在するという報告も
近年増加し、Irwin らの新生マウス肺における side population 細胞
群の血管内皮前駆細胞性の検討や Schniedermann らのラット肺微小
循環中に増殖能の高い細胞群を認めた報告などがある。一方、EPC
を定義するマーカーについては、VEGFR-2, CD133 ,CD34, c-kit, 
Sca-1,VE カドヘリンなどの複数の表面マーカーを組み合わせて使用
することが多いが、血管発生のプロセスの初期に中胚葉から血球血
管芽細胞（ヘマンジオブラスト）、血管芽細胞（アンジオブラスト）
から分化していく段階で血球系と内皮系で一部表面マーカーを共有
していることを踏まえて、我々は従来から血球系の幹前駆細胞群の
機能的マーカーとして認知されるProm1(CD133)を発現する肺血管内
皮に着目し、この細胞群の特性や機能を解析することを目的とした。 
 
【方法】 
実験には 8-10 週齢の雄 C57BL6 マウスを中心に使用した。解剖前
日に細胞増殖能の検討のために Bromodeoxyuridine （BrdU）腹腔内
投与を行った。Pentobarbital による麻酔下で、両肺を潅流後に採取し、
コラゲナーゼ溶液による細胞分散を行った。各群における全肺細胞
数の確認後、細胞増殖マーカーである BrdU も含めた複数の抗体を
用いて細胞染色後にフローサイトメトリーを用いて解析した。また、
経時的な細胞分裂能を評価するため Tet-On システムを用いた GFP
陽性標識保持細胞について時間経過を追ってフローサイトメトリー
にて解析を行った。また、2 週齢,4 週齢、24 週齢、48 週齢 100 週齢
などの週齢別マウスを用いて血管内皮におけるProm1の発現率の比
較も行った。 
成体マウス肺を用いた凍結切片を作成し、CD133、CD31、CD45
に加え免疫組織染色を行い、血管径別に内皮上の Prom1/CD133 の
局在を評価した。 
また、Prom1/CD133 陽性血管内皮細胞の起源を解明するため、恒
常的に green fluorescent protein（GFP）が発現しているマウスより骨
髄を採取し、放射線照射（5Gy + 4.5Gy）後の C57BL6 マウスに移
植した。移植 3 か月後に末梢血にて骨髄細胞の置換率を確認し、上
記のフローサイトメトリーを用いた解析を行った。 
さらに単離した Prom1/CD133 陽性血管内皮細胞を用いて、幹細胞
マーカー（CD34, CD133, c-kit）や薬剤耐性遺伝子等の発現の解析や
培養系でのコロニー形成能、血管形成能の評価も行った。 
 
最後に、モノクロタリンや Su5416+低酸素暴露モデルを用いた血
管障害モデルでの検討も行い、定常肺との比較を行った。 
 
【結果】 
成体マウスの肺血管内皮でのProm1陽性率は、定常状態でおよそ
7.27±1.35%(SEM)であることを確認した。フローサイトメトリーでの
フォワードスキャッチャー、サイドスキャッチャーを用いて細胞の
大きさや複雑さを解析したところProm1陽性血管内皮細胞群（以下
Prom1+PVECsと略す。）はProm1陰性血管皮細胞群（以下Prom-PVECs）
と比較して細胞が有意に大きくより複雑であることが示唆された。
（P<0.01）核染色によるProm1陽性血管内皮細胞群の分裂能、増殖能
の評価ではHoechst34580を用いた解析で4倍体（細胞周期SからM期に
かけて）の比率はProm1+PVECsで有意に高かった。（P<0.01）DNA分
解能を示すアポトーシスの割合もProm1＋PVECsで比較的高いこと
が示唆された。また、細胞周期S期を標識するBrdUの取り込みの割合
はProm1＋PVECsで有意に高く(P<0.05)、Prom＋PVECsはDNA複製能
も高いことが示された。 
続いて、Tet-on○R 遺伝子発現システムを用いた経時的な細胞分裂能
の評価ではテトラサイクリン投与中止翌日よりProm1＋PVECsで活
発に細胞分裂が起こっていた。その後4週、8週、12週と時間経過を
追っても高い細胞分裂能を維持していることが示唆された。以上の
結果から、Prom1+PVECsでは長期間、恒常的に活発な細胞分裂を行
いながら、血管新生に寄与していることが示唆された。 
Prom1+PVECsの遺伝子解析においては、これらの細胞群では
Prom1-PVECsとの比較で高い幹前駆細胞性と薬剤耐性、解毒能を示
した。 
また、GFP陽性骨髄キメラマウスの検討では、定常時の肺ではProm
＋PVECsおよび血管内皮細胞全体でも1%未満のGFP陽性率しか認め
られず、骨髄からの動員がほとんどなされていないことが示唆され
た。一方、血球系細胞は80％程度にGFP発現がみられており、移植し
た骨髄由来の細胞であることが示された。（P<0.05）これら細胞群の
起源は骨髄由来ではないことが示唆された。 
組織学的検討では、Prom1は毛細血管より近位の100μm程度の細動
脈領域に多く分布していた。一方で、静脈や毛細血管での発現はほ
ぼ認められなかった。 
また、週齢別マウスの解析では、生後早期のマウスほど血管内皮
でのProm1陽性率は高く高い血管新生能を示した。 
単離した成熟内皮細胞を前向きに培養しフローサイトメトリーで
Prom1の陽性率を解析したところ、初期培養で最も高い増殖能を示し、
その後急激に減少するものの1-3%程度の陽性率を長期間維持した。  
この結果を踏まえて、直接単離したProm1+PVECsを長期培養したと
ころ、Prom1-PVECsとの比較で長期間のコロニー形成能を示した。 
最後に、モノクロタリン及びSu5416+低酸素暴露を用いた血管内皮
障害モデルでの検討では、薬剤投与3週までの経過では、Prom1の内
皮細胞における陽性率、細胞数ともには徐々に上昇していく傾向で
あった。これはマウスモデルでの血管リモデリングの時相に一致し
ていると考えられた。また、BrdUの取り込みもこの時相に一致して
上昇傾向にあった。これらの遺伝子解析では、幹細胞マーカー、薬
剤耐性遺伝子の一部の発現が2週目から3週では急激に上昇していた。
以上より、血管障害後のリモデリング期に一致してのProm1陽性血管
内皮細胞が関与していることが示唆された。 
【結論】Prom1 陽性血管内皮細胞群は、肺血管において主に組織常
在性に血管の恒常性維持を担っており、成体期の血管新生に深く関
与していることが示唆された。また、障害時の肺血管のリモデリン
グにも一部関与している可能性が示された。 
【考察】 
従来、定常状態の成熟肺血管内皮においては、ターンオーバーが低
いとされてきた。今回我々が着目した Prom1/CD133 陽性血管内皮細
胞群は陰性群との比較で高い細胞分裂能や増殖能を長期間維持して
いた。これは、血管新生/脈管新生に関与する EPC 様の前駆細胞群と
して矛盾がないと考えられる。CD133 エピトープは、従来主に造血
幹細胞を含む多分化能を持つ幹細胞群の一つの表面マーカーと認識
されている。Prom1 をコードする mRNA は 5`-UTR(非翻訳領域)の遺
伝子配列の違いにより、Prom1 が組織特異的な細胞の極性、遊走、
近隣の幹細胞との相互作用を起こす生理活性を持つとされている。
肺組織では上皮系でこの Prom1 が細胞のターンオーバーや成熟化の
メカニズムに関与しているという報告があることを踏まえると、本
研究結果からも肺血管でも同様の働きを担っていることが示唆され
た。 
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